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RESUMO

Nanoparticulas caracterizam-se por apresentarem tamanho inferior a 100 nm e possuirem
propriedades especificas atraentes, podendo ser utilizadas em diversas areas como na industria, na
medicina e na agricultura. Uma nanoparticula amplamente empregada sdo as nanoparticulas de
oxido de cobre (NPs CuO), possuidoras de excelentes condutividades térmica e elétrica, o que
justificam seu uso em processos industriais de transferéncia de calor e energia. Com isso, a
producdo de NPs CuO tem aumentado significativamente nos Gltimos anos, 0 que também
provocou um aumento na sua concentragcdo nos ecossistemas aquaticos devido ao descarte e despejo
inadequado desses produtos, ocasionando um possivel risco de contamina¢do aos organismos
aquéaticos. Como os efeitos e mecanismos de toxicidade das NPs em claddceros ainda ndo foram
bem elucidados pela literatura, o objetivo desse estudo foi avaliar a toxicidade e respostas
bioquimicas de estresse oxidativo das NPs CuO no cladécero Daphnia magna. Os parametros
avaliados foram imobilidade, reproducdo, taxas de alimentacdo, niveis de geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), atividade de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase — SOD,
catalase — CAT, glutationa peroxidase — GPx) e de desintoxicacao (glutationa-S-transferase — GST),
além de peroxidacdo lipidica (LPO). O teste de toxicidade aguda apontou uma concentracdo efetiva
mediana (CEsg) de 0,12 + 0,03 mg Cu L e subletais CE1 . CE5o de 0,05 + 0,03 e 0,08 + 0,04 mg
Cu L™, respectivamente. O teste de toxicidade cronica e as taxas de ingestdo apontaram efeitos
negativos sobre a reproducado e a alimentacdo do cladécero na maior concentracdo testada (0,04 mg
Cu LY. Para os ensaios de producdo de ROS com concentracdes subletais de NPs CuO, o0s
resultados demonstraram aumento significativo a partir de 0,02 mg Cu L™, indicando a
possibilidade de ocorréncia de estresse oxidativo. A analise das enzimas antioxidantes mostrou que
houve aumento significativo nas atividades da SOD, CAT, GPx e GST também a partir de 0,02 mg
Cu L% indicando que o sistema antioxidante do claddcero foi ativado. Os testes de LPO
evidenciaram peroxidacdo lipidica e danos celulares apenas na maior concentracdo de 0,04 mg Cu
L, ressaltando que o sistema antioxidante do cladécero ndo foi capaz e suficiente para a total
protecdo do organismo contra a superproducdo de ROS. Este trabalho foi importante para
identificar o estresse oxidativo como um dos principais mecanismos de toxicidade das NPs CuO e
relacionar seu impacto na sobrevivéncia, reproducéo e alimentagdo de microcrustaceos filtradores.
Nossos dados tém o potencial para alertar as autoridades sobre os efeitos negativos das NPs CuO no
ecossistema aquético e ajudar na regulacdo de normas de despejo desses agentes toxicos.

Palavras-chave: Nanomateriais. Nanotoxicidade. Reproducdo. Alimentagdo. Estresse oxidativo.
Sistema antioxidante. Microcrustaceo.
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1. INTRODUCAO

A producdo de nanomateriais e produtos em escala nanométrica tem se tornado uma
importante area de investimento mundial, com previsao de alcancar US$ 11,8 bilhdes em 2025 (1).
Para os materiais serem considerados pertencentes a escala de nano, a convencdo mais aceita e
utilizada é a da Unido Europeia, classificando nanomateriais como particulas livres, agregadas ou
aglomeradas, cuja metade dos componentes, pelo menos, estdo na escala de 1 a 100 nanémetros (2).
As inumeras possibilidades de exploracdo das nanoparticulas (NPs) se devem as propriedades
diferenciadas em relacdo as suas formas de micro e macroparticulas, implicando em maior
reatividade e mobilidade (3). Essas propriedades diferenciadas sdo relacionadas ao tamanho
reduzido; elevada area superficial com enormes quantidades de atomos ativos; propriedades de
superficie diferenciadas e carga superficial em suas particulas, o que as fazem Uteis em diversas
areas: eletrénicos, industria téxtil, sensores, agricultura, biotecnologia e medicina (4). Assim, o
beneficio que as nanoparticulas e nanomateriais podem trazer para a sociedade atual é
extraordinrio e inegavel.

Apesar das inumeras possibilidades de uso das NPs, estudos revelam que essas mesmas
propriedades diferenciadas também podem se tornar indesejadas para a saude humana e para 0 meio
ambiente, uma vez que existe a possibilidade de causarem efeitos tdxicos quando despejados
irregularmente (5). Estudos mostraram que as NPs apresentam um potencial de risco ambiental bem
maior em comparacdo aos poluentes comuns (6) pois, além de poderem alterar as propriedades
fisico-quimicas do solo e da agua (7), também podem provocar bioacumulacdo nos organismos e
biomagnificacdo na cadeia alimentar, inibicdo alimentar, diminuicdo da reproducdo e reducédo
populacional dos seres vivos (5,8) e, consequentemente, afetar o equilibrio do ecossistema.

Entre as nanoparticulas metalicas, as nanoparticulas de 6xido de cobre (NPs CuQ) vém
despertando atencdo nos ultimos anos. Elas possuem propriedades cataliticas, condutoras e
antibacterianas excepcionais, sendo utilizadas em diversos produtos e processos, como eletrénicos,
sensores, catalise quimica, biocidas agricolas, tecidos, pinturas e tratamento de agua (9-10).
Trabalhos recentes tém relatado diversos efeitos toxicos associados a essas nanoparticulas,
especialmente em relacdo a contaminacdo de organismos de &gua-doce (11-12), o que pode
representar um risco ao ecossistema aquatico. Contudo, a maior parte das avaliacGes
ecotoxicoldgicas das NPs CuO foi realizada em cenarios de exposi¢do aguda com concentracfes
relativamente altas, ndo sendo encontradas no cenario atual e, portanto, ndo séo classificadas como

ecologicamente relevantes.
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Nos ultimos anos, alguns trabalhos tém reportado alteragdes bioquimicas em organismos
expostos a concentracOes ecologicamente relevantes de NPs (13). Assim, a avaliacdo de
biomarcadores bioquimicos, principalmente relacionados ao estresse oxidativo, € uma ferramenta
muito utilizada em estudos ecotoxicoldgicos e vem sendo bastante discutida na area de
Nanotoxicologia (14). As espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive Oxygen Species) sdo
produtos do metabolismo celular normal em organismos aerébios e desempenham um papel
indispensavel nas deficiéncias antioxidantes e antimicrobianas do organismo, agindo diretamente ou
como moléculas sinalizadoras em estresse oxidativo (15). Contudo, altos niveis de ROS,
provocados por agentes quimicos e NPs, podem se tornar importantes mediadores de danos as
estruturas celulares, causando peroxidacdo lipidica, desnaturacdo protéica, danos ao DNA e
citotoxidade (16) (Figura 1). Portanto, um equilibrio adequado de ROS deve ser mantido para a
sobrevivéncia. Desse modo, os organismos desenvolveram defesas antioxidantes que ajudam a lidar
com a ameacga. Do sistema antioxidante, o superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa-S-transferase (GST) sdo consideradas uma das principais

protecdes contra o estresse oxidativo.
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Figura 1 - Possiveis mecanismos mediados pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) relacionados a toxicidade de
nanoparticulas.
Fonte: Adaptada de SANVICENS; MARCO (17).
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Para que se possa afirmar que o mecanismo de toxicidade das NPs é o estresse oxidativo, e
necessario conhecer o funcionamento do sistema antioxidante e como a geracdo de ROS influencia
nesse processo (18). A Figura 2 esquematiza a acdo das principais enzimas da via metabolica.
Naturalmente, ha a existéncia de oxigénio molecular (O,) dentro da célula, seja no citoplasma ou
especificamente na mitocondria. Contudo, a existéncia de NPs metélicas ou de 6xidos metélicos,
como NPs CuO, podem auxiliar essa molécula a se reduzir, formando compostos altamente reativos
e oxidantes, chamados de espécies reativas de oxigénio (ROS), exemplificado na imagem como o
radical <O, . A primeira linha de defesa antioxidante contra ROS é a enzima superoxido dismutase
(SOD), promovendo a dismutagdo do *O,” em peroxido de hidrogénio (H,O,), um composto ainda
citotoxico, porém menos oxidativo. Apos isso, ha duas enzimas que agem na quebra do H,O,, a
CAT e a GPx. Ambas reacdes catalisadas por essas enzimas resultam em compostos ndo danosos
para célula, protegendo o organismo. Se as enzimas antioxidantes forem inibidas ou se ndo forem
suficientes para degradar os radicais ou o perdxido, ha o surgimento de novos radicais que, livres na
célula, podem provocar danos estruturais, exemplificado no esquema pelos lipidios (peroxidagdo
lipidica). Quando ha desequilibrios no sistema antioxidante e danos oxidativos, caracteriza-se o
estresse oxidativo. Por fim, a fim de desintoxicar o citoplasma desses lipidios oxidados, ha a acéo

da enzima GST.

NPs CuO \
h

GST

Peroxido de Lipideos i Lipideos Desintoxicados I

Figura 2 - Via metabdlica do sistema antioxidante, com suas principais enzimas de defesa contra as espécies reativas de
oxigénio.

Fonte: Adaptada de GUMULEC (19).
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AlteracGes em alguns biomarcadores bioquimicos podem ajudar a explicar 0s mecanismos
subjacentes da toxicidade de NPs (20) e tém potencial para uso como sinais de alerta precoce para
efeitos ecologicamente relevantes (21). Para que haja o total entendimento desses mecanismos em
animais, € necessario escolher organismos cujos metabolismos, ciclo de vida e sensibilidade sdo de
facil analise. Por conseguinte, as espécies mais comumente utilizadas em avaliacOes
ecotoxicoldgicas sdo o0s microcrustaceos, mais especificamente o cladécero Daphnia magna.
Entretanto, o estudo de alteracbes bioquimicas na avaliacdo dos efeitos das NPs em cladoceros
ainda requer mais investigacdes. Em 2014, um estudo propds que as NPs CuO causam, de fato, a
formacdo de ROS, provocam inibicdo de enzimas antioxidantes e levam ao estresse oxidativo e
danos celulares em D. magna (13). Ainda que essa pesquisa tenha elucidado alguns mecanismos de
toxicidade, ainda ha lacunas ha serem preenchidas e enzimas a serem estudadas para que haja o
total entendimento dos efeitos bioquimicos das NPs sobre 0s organismos aquaticos.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a toxicidade e respostas bioquimicas de estresse
oxidativo das NPs CuO no cladocero Daphnia magna, sobretudo em concentracdes subletais e
ecologicamente relevantes. O estudo almejou identificar os efeitos destas nanoparticulas na
sobrevivéncia, reproducdo, alimentacdo e desenvolvimento do cladocero, relacionando com a
andlise de alteracGes bioquimicas e identificacdo de estresse oxidativo. Por fim, este trabalho visou

fornecer bases para leis de regulamentacdo de despejo e de preservacao do ecossistema aquatico.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Manutencao do organismo-teste

Os organismos-teste foram cultivados sob recomendacdes da OECD 202 (22) com
temperatura de 20 + 2 °C, pH de 7,6 £ 0,3 e &gua reconstituida ASTM (23) com dureza de 160 a
180 mg CaCOs; L™ O meio ASTM foi escolhido devido ao fato de ndo ter entre 0s seus
componentes 0 EDTA, evitando qualquer tipo de interferéncia na possivel toxicidade e quela¢do do
composto estudado (cobre). Os organismos foram mantidos em béqueres de vidro com densidade de
25 individuos L™ de meio, em incubadora com fotoperiodo de 16:8 h (claro/escuro). A manutengdo
dos cultivos foi realizada trés vezes por semana com renovacao parcial das culturas. Os organismos
foram alimentados diariamente com suspensdo de algas da espécie Raphidocelis subcapitata na
concentracdo de 5x10° cels mL™, cultivadas de acordo com a norma da ABNT 12713 (24),
complementada por alimento composto, que consiste em racdo de peixe fermentada adicionada de
fermento bioldgico.

Apenas 0s neonatos (idade < 24 h) nascidos da 3? ninhada foram utilizados nos ensaios,
sendo que os organismos da 42 a 62 ninhada foram utilizadas para iniciar um novo cultivo. A salde e
sensibilidade das culturas foram garantidas através de testes de toxicidade aguda com a substancia
de referéncia dicromato de potéassio (K,Cr,O7). A Figura 3 ilustra o cultivo e preparacdo dos
claddceros para as avaliagOes ecotoxicologicas.

8 pH =76 T=20°C ).
=] 160-180 mg CaCo, L’

{—]
—

510 celmL 16h/Bh {claro/escura) ;—-,
/r-' A =
Ltk
e B g Rt e

L
Testes de toxicidade

R subcopitata &

Figura 3 - Cultivos de D. magna e preparo para os testes de toxicidade.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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2.2. Sintese e caracterizagdo das nanoparticulas de 6xido de cobre

As nanoparticulas de 6xido de cobre (NP CuO) proposta para este projeto foram sintetizadas
de acordo com o método de Misra et al. (25), com algumas modificacdes. Para isso, 335 pL de
acido acético foram adicionados a 100 mL de uma solugédo aquosa de 0,02 M CuSQ,4.5H,0 (Figura
4A) em sistema de aquecimento & 100 °C, com borbulhamento de N; e adi¢do de 0,45 g de NaOH,
sob agitacdo (Figura 4B). As amostras foram resfriadas a temperatura ambiente, e em seguida
centrifugadas a 700 g por 5 minutos e ressuspendidas em agua ultrapura. As particulas foram entéo
ressuspendidas em uma solucgéo de citrato de sodio 1% m/v e sonicadas por 20 minutos. Por fim, as
particulas foram centrifugadas novamente a 10.000 g durante 10 minutos e ressuspendidas em &gua
ultrapura (Figura 4C).

Figura 4 - Sintese das nanoparticulas de 6xido de cobre: A) Solugdo aquosa de 0,02 M CuS0O,4.5H,0 com 335 pL de
acido acético glacial; B) Solugdo ap6s adicdo de 0,45 g de NaOH sob agitacdo e borbulhamento de N,; C)
Solugdo final de NPs CuO ressuspendida em agua ultrapura.
Fonte: Elaborada pelo autor.

As NPs preparadas foram submetidas a caracterizagdo do tamanho hidrodindmico através de
espalhamento de luz dindmico (DLS) e disposicdo das cargas (potencial zeta) através do
equipamento Malvern Spectrometer Nano ZS90 e através de imagens obtidas por microscopia
eletronica de transmissdao (MET). Além disso, ainda foi feito a difracdo de raios X (DRX) para
confirmar a formacéo de CuO e ndo de outras formas de 6xido (Cu,O, Cu,03 e CuO,).

2.3. Quantificacdo de cobre e liberagéo de ions

As concentragbes de cobre nas suspensdes de NPs CuO utilizadas (mg Cu L™) foram
quantificadas por espectroscopia de emissdo Optica com plasma (ICP-OES, iCAP 7000 Series,
Thermo Scientific). Assim, amostras foram coletadas do meio de exposicdo, acidificadas com 1%
HNO3 e congeladas a -20 °C até analise.
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Como a liberacdo de ions pode afetar negativamente a salde de animais, é necessario
avaliar a capacidade das NPs CuO de liberar ions de cobre. Para isso, testes de dissolu¢do no meio
de exposicéo foram conduzidos na concentragdo de 0,1 mg L™ (n=10) nas mesmas condicdes dos
testes de toxicidade. Amostras foram coletadas ap6s 0 e 48h e centrifugadas a 7.500g por 30
minutos atraves de um filtro de 3 kDa (Merck Millipore, Alemanha) para remover NPs CuO ou
aglomerados. Por fim, as amostras foram acidificadas com 1% HNO; e as concentragdes de cobre

foram analisadas por ICP-OES.

2.4. Determinacdo da toxicidade aguda, cronica e concentracdes subletais

Os testes de toxicidade aguda e crbnica foram feitos de acordo com o0s procedimentos
estabelecidos pela OECD (22). Nos testes agudos, foram utilizadas concentracfes de 0,0 (controle);
0,025; 0,05; 0,10; 0,20; 0,40 e 0,80 mg Cu L. Para cada concentracéo, existiam quatro réplicas,
cada uma contendo cinco neonatos (idade < 24 h) em 10 mL de solugdo-teste (n=20). Os
experimentos foram conduzidos em condi¢cdes semelhantes ao cultivo, porém sem alimentac&o.
Apbs 48h de exposicdo, o numero de organismos imdveis foi registrado e calculou-se a
concentracdo efetiva mediana (CEso) e as concentragcdes que causam efeito a 10% (CEjg) e 20%
(CE2o) dos organismos.

Baseado nos resultados dos testes de toxicidade aguda, escolheram-se as concentragdes
subletais e ecologicamente relevantes de 0,00 (controle); 0,01; 0,02 e 0,04 mg Cu L™ para as
exposicOes cronicas e para todas as exposicOes subletais. Os testes de toxicidade crénica foram
conduzidos com dez réplicas, cada uma contendo um neonato (idade < 24 h) em 50 mL de solucéo-
teste (n=10). Os dafinideos foram alimentados e mantidos nas mesmas condicGes de cultivo, tendo
seus meios de solugéo-teste renovados a cada 48 h. Durante 21 dias de exposi¢do, foram coletados
parametros de sobrevivéncia, reproducdo e crescimento das D. magna. As variaveis temperatura,
pH e oxigénio dissolvido foram mantidos constantes durante os testes de toxicidade, sendo

confirmados através de medi¢6es no comeco e ao fim dos experimentos.

2.5. Avaliacao das taxas de alimentacéo

Os experimentos de alimentacdo se basearam no método descrito por McWilliam e Baird
(26). Neonatos (idade < 24 h) foram expostos a concentragdes subletais de NPs CuO e alimentados
com a alga R. subcapitata na concentracéo de 5 x 10° céls mL™. Os ensaios consistiram de quatro

réplicas por tratamento, com cinco organismos por réplica (n=20). Para cada tratamento, uma
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réplica contendo apenas meio e alga foi adicionada para avaliar a varia¢do natural da concentracéo
de alga inicial. Completando-se 24 h de exposi¢do, os dafinideos foram transferidos para frascos
contendo meio limpo com alga (também a 5 x 10° céls mL™), onde permaneceram por 4 h no escuro
(periodo de po6s-exposicao). Apds o periodo de exposicdo e pos-exposicao, as concentracdes de alga
foram determinadas por medidas de fluorescéncia da clorofila a, utilizando o leitor de microplaca
SpectraMax M3. Os resultados foram convertidos a células mL™ através de uma curva de

calibracéo.

2.6. Niveis de geracdo de espécies reativas de oxigénio

A produgdo de ROS pela D. magna foi determinada utilizando o marcador diacetato de
2", 7"-diclorodihidrofluoresceina (H,DCF-DA). Neonatos (idade < 24 h) foram expostos as
concentracdes subletais de NPs CuO por 48h. O experimento possuiu quatro réplicas por
tratamento, vinte organismos por réplica (n=80). Ap0ds exposi¢do, os cladoceros foram coletados e
suspendidos em tampé&o fosfato (0,1 M; pH 7,4). Em seguida, eles foram homogeneizados (Ultra-
Turrax T10 IKA) e centrifugados por 10 minutos (10.000g; 4 °C). O sobrenadante obtido foi
incubado em tampdo fosfato com 5 uM H,DCF-DA por 30 min a 25 °C no escuro. A fluorescéncia
foi medida utilizando o leitor de microplaca SpectraMax M3, com excitacdo e emissdo em 485 e
530 nm, respectivamente. Como controle positivo, foi utilizado 0,5% H,0, (v/v). Os niveis de ROS

foram expressos em porcentagem de fluorescéncia relativa ao controle.

2.7. Atividade das enzimas antioxidantes e peroxidacao lipidica

Os ensaios de enzimas antioxidantes e peroxidacgdo lipidica seguiram mesmo procedimento
de exposicdo (48h), homogeneizacdo e centrifugacdo do item anterior (secdo 2.6). Neste
experimento, cada concentracdo subletal possuiu quatro réplicas, com sessenta neonatos por réplica
(n=240).

O sobrenadante obtido foi utilizado para determinagéo da atividade das enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa-S-transferase (GST) e a
peroxidacdo lipidica (LPO). A atividade de SOD foi determinada de acordo com o método de
McCord e Fridovich (27), pela inibicdo da taxa de redugdo do citocromo c¢ pelo radical superdxido,
em 550 nm a 25°C em espectrofotometro. A CAT foi determinada de acordo com o método descrito
por Clairborne (28), seguindo-se a velocidade de decomposic¢do do H,O; através do decréscimo da

absorbancia a 240 nm, em espectrofotdmetro. A GPx foi determinada segundo Beutler (29), através
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da reagéo da glutationa redutase e da oxidacdo do NADPH, utilizando o H,O, como substrato. A
andlise dos niveis de GST foi feita seguindo o método de Habig et al. (30), acompanhando-se a
formacéo do tioéter, monitorado pelo aumento de absorbéancia a 340 nm. A LPO foi estimada pela
producdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), realizada pela reacdo de
malondialdeido com o &cido 2-tiobarbitarico, que foi determinado de acordo com Ohkawa e Bird e
Draper (31,32). O conteudo de proteina soltvel total do sobrenadante foi medido pelo método de

Bradford (33) utilizando como padréo proteico albumina sérica bovina.

2.8. Destino dos residuos
Residuos quimicos liquidos das NPs CuO gerados durante a realizacdo das avaliacBes
ecotoxicoldgicas foram encaminhados ao Laboratorio de Residuos Quimicos (LRQ) da USP — Sao

Carlos para posterior separacao e tratamento adequado.

2.9. Anélise dos dados

Os valores de toxicidade (CE1g, CE2o e CEsp) foram obtidos por meio de curva logistica de
trés parametros com o software SigmaPlot v. 11.0 (Systat, 2008). As diferencas entre 0s grupos
controles e experimentais foram verificadas por meio da anélise de varidncia (ANOVA one-way).
Comparacdes multiplas post-hoc (teste de Dunnett) foram realizadas, pois os dados apresentaram
distribuicdo normal e homogeneidade de variancias (homocedasticidade). Nos testes estatisticos,
diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05. Gréficos foram confeccionados com

0 auxilio do software Origin (OriginPro 8.5).



18



19

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracterizagdo das NPs CuO e analise quimica

A imagem por microscopia eletronica de transmissdo (MET) indicou que o formato das NPs
CuO é similar a um bastdo, comumente chamado de nanobastdo (nanorod), com tamanho
longitudinal e transversal médio de 28 + 7 nm e 8 £ 2 nm, respectivamente (Figura 5A). Através do
DLS, verificou-se o didmetro hidrodinamico das NPs em &gua, que se mostrou ser em torno de 30
nm (91% das particulas esteve entre 21 e 38 nm) (Figura 5B).

25 Tamanho médio: 30 nm

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Didmetro (nm)

Figura 5 - Imagem das NPs CuO por microscopia eletronica de transmissao (A) e medidas por DLS (B).
Fonte: Elaborada pelo autor.

A caracterizacdo das NPs CuO pelos padroes de raios X (DRX) antes e depois da
funcionalizacdo com citrato de sodio encontram-se na Figura 6. Os picos caracteristicos
correspondem a fase monociclica do CuO por comparagdo aos arquivos n° 48-1548 do cartdo
JCPDS (Figura 6).

Apos a funcionalizagdo com citrato de sédio, as particulas foram negativamente carregadas

apresentando potencial zeta de -23,5 £ 0,7 mV em agua ultrapura.
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Figura 6 - Padrdes de difragdo de raios-X para NPs CuO antes (A) e apds a funcionaliza¢do com citrato de sddio (B). As
linhas vermelhas verticais correspondem aos padrfes do CuO (Tenorite, JCPDS 48-1548).
Fonte: Elaborada pelo autor.

As causas da toxicidade de nanoparticulas metalicas podem ser originadas por duas fontes
principais: devido as propriedades intrinsecas de nanomateriais e devido a liberacdo de ions (34).
Portanto, é necessario analisar a capacidade das NPs em produzir ions. Os testes de dissolucéo
mostraram que, em meio ASTM, as NPs CuO possuem uma taxa de liberacdo de ions relativamente
baixa. Na exposicdo inicial (0 h), apenas 1% dos nanorods se dissolveram e, ap6s 48h, houve
apenas um pequeno incremento de 5,7% na liberagdo de Cu®*. Misra et al. (25) e outros autores
também reportaram uma baixa taxa de liberacdo (< 5%), o que sugere que a toxicidade das NPs

CuO para os organismos é principalmente causada pela sua forma de nanoparticula.

3.2. Efeitos agudos e cronicos das NPs CuO a D. magna

Os testes de toxicidade aguda mostraram aumento progressivo da imobilidade em D. magna
com o aumento da concentragdo do contaminante, mostrando o padrdo dose-dependente (Figura 7).
Com o ajuste logistico do grafico da Figura 7, foi possivel determinar os valores da CE;o, CEx €
CEso: 0,04 +0,03mg L™, 0,06 + 0,03 mg L™ e 0,12 + 0,03 mg L™, respectivamente. De acordo com

os resultados, as NPs CuO apresentaram alta toxicidade para o cladocero teste.
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Figura 7 - Imobilidade (%) do cladécero D. magna em diferentes concentragfes de NPs CuO. A linha pontilhada
representa a curva de ajuste logistico de trés parametros (R® = 0,98).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados da literatura para a CEsp de NPs CuO em D. magna sao bastante amplos e
apresentam uma diversidade de valores (0,08 a 22,00 mg L™, (12)). A variagdo consideravel nos
resultados de toxicidade € justificada por dois principais fatores: a alteracdo das condicOes
experimentais e o estado de dispersdo ou agregacao das NPs metélicas. As condi¢Bes experimentais,
como pH e temperatura, influenciam diretamente a qualidade de vida do organismo, ao passo que, 0
estado de dispersdo das NPs implica diretamente em sua biodisponibilidade. No caso das NPs,
fatores como tamanho, formato, composicdo quimica também influenciam fortemente em sua
disposicao e interacdo com o meio de exposicdo e em sua toxicidade (25,35).

Na exposicdo crénicade 21 dias, a sobrevivéncia do cladécero ndo foi afetada nas
concentragdes testadas (sobrevivéncia > 90%) (Tabela 1). Entretanto, a fertilidade de D. magna foi
significantemente influenciada pelas NPs CuO, reduzindo o nimero total de neonatos por fémea na
maior concentracdo testada (Figura 8). Ademais, também na maior concentracdo testada, o tempo
para a primipara, o0 nimero de ninhadas, a quantidade de recém-nascido por ninhada e o

crescimento foram gravemente afetados (Tabela 1).
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Tabela 1 - Efeitos cronicos das NPs CuO ao claddcero D. magna em diferentes concentragOes apés 21 dias de exposicéo
(n = 10). n.d. = ndo foi possivel determinar. O asterisco (*) indica valor significativamente diferente do
controle (p < 0,05).

Concentragéao n° de ) S
Tempo para 12 n°de ninhadas  Tamanho  Sobrevivéncia
de NPs CuO ] ) neonatos por A
1 ninhada (dias) _ por fémea (mm) (%)
(mgCul™) ninhada

Controle 8,2+0,2 28,3+£1,0 50+0,0 50+0,0 100
0,01 8,8+0,3 28,2+0,5 50+0,1 50+0,1 100
0,02 9,1+04 26,9+1,3 51+£0,1 51+£01 90
0,04 n.d. 9,0+£4,7* 0,6 £0,3* 0,6 £0,3* 100

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 8 - Fertilidade de Daphnia magna (média £ SD do nimero total de neonatos por fémea) apds 21 dias de
exposicdo a NPs CuO. O asterisco (*) indica valores significativamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Em relacdo ao teste de toxicidade crbnica, as analises acima, acerca dos impactos da
constituicdo do meio e da biodisponibilidade do toxico sobre os resultados, se mantém fiéis também
em menores concentracdes. Ainda assim, os resultados sdo compativeis com a literatura (36). Os
efeitos negativos sobre a reproducdo e crescimento de D. magna podem estar associados a ma-
nutricdo e estresse oxidativo. As NPs podem ser ingeridas pelos claddceros e se acumularem no
trato gastrointestinal, obstruindo a absor¢do de nutrientes e levando a deficiéncia energética para
crescimento e reproducgéo (37,8). Ainda mais, as NPs CuO podem induzir mecanismos de defesa

(desintoxicacdo e sistema antioxidante), o que resulta em custos de energias adicionais e
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intensificacdo da caréncia energética (38). Consequentemente, devido ao desequilibrio
populacional, exposicdes subletais e ecologicamente relevantes de NPs CuO podem representar

uma ameaca a teia alimentar aquética a longo prazo.

3.3. Taxas de alimentagédo

Apos 24h de exposicdo, as taxas de alimentacdo dos dafinideos diminuiram
significativamente na concentragdo de 0,04 mg L™ (Figura 9). Para o periodo de pés-exposicdo de
4h, os claddceros afetados pelas NPs CuO ndo conseguiram se recuperar, mantendo niveis de

alimentacéo inferiores ao grupo controle (Figura 9).

2.5x10° 1 Bl 24 h Exposicio
:| 4 h Pés-exposicdo

S 2.0x10°1
'S
=
2
S 1.5x10°1 *
‘O
)
3
7 1.0x10°- .
(O]
(@)]
=
2 4
o 5.0x10 +
3
|_

0.0

Controle 0,01 0,02 0,04
-1
NPs CuO (mgCulL )

Figura 9 - Taxas de ingestdo de microalga para D. magna apds 24 h de exposi¢do e 4 h de pos-exposicdo a NPs CuO. *
e " indicam valores significativamente diferentes do controle (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma possivel justificativa para a inibicdo alimentar pode ser relacionada a adsorcdo de NPs
nos apéndices filtradores e na acumulacdo no trato gastrointestinal. Estudos anteriores reportaram
que aglomeragdes de NPs no aparato filtrador, juntamente com grande acumulacdo e baixa
depuracéo, podem impedir a alimentagdo dos cladoceros e, consequentemente, seu desenvolvimento
e reproducdo (39). Por fim, os resultados das taxas de alimentagdo corroboram com os dados
obtidos do teste cronico, indicando que, em 0,04 mg Cu L™, a mé-alimentac&o pode ter influenciado

negativamente na fertilidade dos dafinideos e no desenvolvimento dos neonatos.
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3.4. Respostas de estresse oxidativo

A exposigdo de D. magna a concentragdes subletais e ecologicamente relevantes de NPs
CuO levaram a alteracdes nos biomarcadores bioguimicos (Figura 10). N&o foi registrada nenhuma
mortalidade durante o periodo de exposicdo. Os resultados mostraram que as NPs CuO induziram
significativamente a producdo de ROS em um padrdo dose-dependente (Figura 10A). Nas
concentracdes de 0,02 e 0,04 mg Cu L?, as NPs CuO causaram um aumento de 48% e 138%,
respectivamente, nos niveis de ROS em relacao ao controle.

Analisando as enzimas antioxidantes, evidenciou-se um incremento significativo na
atividade da SOD, CAT, GPx e GST nas concentracdes de 0,02 e 0,04 mg Cu L™ para D. magna
(Figura 10B-E), o que corroborou com os resultados obtidos para a geracdo de ROS. Os dados
apontaram aumento nos niveis de LPO (66% em relacdo ao controle) para cladoceros expostos a
0,04 mg Cu L™ de NPs CuO (Figura 10F).

Neste estudo, 0 estresse oxidativo se mostrou um mecanismo de toxicidade relevante
associado as NPs CuO. Com o aumento de ROS e a mudanca nas atividades das enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GPx e GST, as NPs mostraram propriedades redox importantes, com
grande capacidade para geracdo de ROS (Figura 10).

Os dados evidenciaram que o aumento da producdo de ROS induziu significativamente o
aumento das atividades das enzimas antioxidantes, em prol da protecéo e supressdo do excesso de
ROS (Figura 10). De acordo com a Figura 2, todo o sistema antioxidante foi induzido: a SOD
promoveu a dismutacdo do anion superéxido (O,e-) em O, e H,0,, enquanto a CAT e a GPx
transformaram o H,O, em substancias ndo toxicas. Mesmo assim, houve peroxidacdo lipidica
(LPO) na maior concentragdo, indicando que o sistema antioxidante do animal foi incapaz de
neutralizar todo o ROS gerado, 0 que causou prejuizos estruturais aos lipidios. Esses danos
oxidativos foram reafirmados ao analisar os niveis de GST: a inducdo da atividade desta enzima
mostrou que houve um aumento no nimero de lipidios oxidados que foram desintoxicados. Como
em 0,04 mg Cu L™ houve danos celulares causados pelo estresse oxidativo, infere-se que nessa
concentragdo a qualidade de vida do animal pode ter sido fortemente prejudicada. De fato, os dados
dos biomarcadores bioguimicos, mais uma vez, corroboram com a taxa de fertilidade de D. magna.
Na mesma concentracdo de 0,04 mg Cu L™, houve uma reducdo brusca no nimero de neonatos e
nos parametros de fertilidade e desenvolvimento (Figura 8, Tabela 1), que podem ser relacionados,

neste estudo, aos danos oxidativos, estresse e custos energéticos com o sistema de defesa. Os dados
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obtidos sdo compativeis com a literatura, que apresenta a capacidade de NPs CuO em causar
alteracdes bioquimicas em Daphnia magna (13).

As concentraces utilizadas em todos os testes subletais e crénicos foram classificadas como
ecologicamente relevantes por estarem na faixa de concentracdo prevista para 0 ambiente aquatico
(e.g. Chio et al. (40)). Assim, os impactos negativos reportados neste trabalho possivelmente ja
estdo afetando a biota aquética.
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Figura 10 - Respostas dos biomarcadores de estresse oxidativo em D. magna ap6s 48h de exposicdo as NPs CuO. A)
Espécies reativas de oxigénio (ROS); B) Superoxido dismutase (SOD); C) Catalase (CAT); D) Glutationa
peroxidase (GPx); E) Glutationa-S-transferase (GST); F) Peroxidacao lipidica (LPO). O asterisco (*) indica
valores significativamente diferentes do controle (p < 0,05).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4. CONCLUSOES

Neste estudo, as NPs CuO apresentaram impactos negativos na sobrevivéncia, reproducao,
alimentacéo e no desenvolvimento dos claddceros Daphnia magna em baixas e altas concentracoes.
Como todas as concentracOes utilizadas nos testes cronicos e subletais foram ecologicamente
relevantes, nossos resultados revelaram que os efeitos de reducdo da fertilidade, desequilibrio
populacional e estresse oxidativo em claddceros podem estar ocorrendo nos ecossistemas aquaticos.
Esta pesquisa apontou que, a partir de 0,04 mg Cu L™ de NPs CuO, os cladéceros ndo conseguiram
superar os efeitos toxicos das NPs, apresentando danos celulares devido a estresse oxidativo.
Portanto, o estresse oxidativo induzido pelas NPs CuO pode ter sido umas das principais causas da
reducdo do crescimento e da reproducéo dos claddceros. E importante ressaltar que os testes foram
feitos em condicdes laboratoriais controladas, portanto, extrapolacdes da toxicidade de NPs CuO
para diferentes espécies e para 0 meio ambiente requerem atencdo e estudos particulares. Nossos
dados possuem o potencial para alertar as autoridades sobre o despejo indevido de NPs CuO, além
de fornecer bases para a¢Ges regulatorias a fim da preservacdo do ambiente aquético.
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